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略 語 表 
 
 
Cunb       Unbound concentration （非結合型濃度） 
CYP     Cytochrome P450    （シトクロム P450） 
CYP2C9.1  Recombinant CYP2C9.1 （遺伝子組換え CYP2C9.1） 
HPLC       High-performance liquid chromatography 
                             （高速液体クロマトグラフィー） 
HSA        Human serum albumin  （ヒト血清アルブミン） 
Kd         Dissociation constant   （解離定数） 
Ki     Inhibition constant    （阻害定数） 
Km          Michaelis constant    （ミカエリス定数） 
kobs          Pseudo-first-order reaction rate constant （擬一次反応速度定数） 
n     Number of binding sites in the HSA molecule 
                    （HSA 1 分子上における薬物結合部位数） 
N          Number of experiments   （実験回数） 
NEFA      Non-esterified fatty acid  （非エステル型脂肪酸、遊離脂肪酸） 
PBS       Phosphate-buffered saline 
                       （カルシウム、マグネシウム不含リン酸緩衝食塩水） 
r Number of moles of drug bound per mole of HSA 
                             （HSA 1 分子当たりに結合している薬物分子の数） 
S.D.      Standard deviation      （標準偏差） 
V           Velocity of metabolism   （代謝速度） 
Vmax       Maximum velocity of metabolism  （最大代謝速度） 
 













合サイト 2, 3）が存在している。Fig. 1 に示すようにヒト血清アルブミンは 3 つのα
－ヘリックスドメイン（Ⅰ－Ⅲ）からなり、各ドメインは A および B で構成され、
それぞれ 6 つと 4 つのα－ヘリックスからなる 1, 4）。多くの薬物は、Sudlow のサイ
トⅠとサイトⅡとして知られている 2 つの主要な結合サイトに結合することが報告













は、ポリオキシル 35 ヒマシ油（ クレモフォール EL ）やポリソルベート 80 によ 




Fig. 1. Crystal structure of human serum albumin and approximate 
locations of Sudlow’s drug binding sites. ( Chuang and Otagiri 20067）). 
 
 
る P-糖タンパク質輸送活性阻害作用の報告 8）やクレモフォール RH40 による P-糖
タンパク質輸送活性阻害作用およびシトクロム P450（CYP）代謝活性阻害作用の報
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Table 1.  Examples of clinical drug preparations for intravenous injection 
using ethanol as excipient in Japan 
Therapeutic class Drug 
Content of ethanol 
( / vial or ampule ) 
Antiepileptic AleviatinⓇ   0.525 mL 
Antineoplastic AlkeranⓇ  0.52 mL 
 IstodaxⓇ    0.468 mLa 
 
Docetaxel “Aska” 20 mg 
                80 mg 
   0.241 mLa 
   0.963 mLa 
 
Docetaxel “Sawai” 20 mg 
                 80 mg 
   0.242 mLa 
   0.968 mLa 
 
Docetaxel 20 mg / 1 mL b 
         80 mg / 4 mL b 
   0.500 mLa 
   2.000 mLa 
 
Docetaxel “Pfizer” 20 mg / 1 mL 
                 80 mg / 4 mL 
   0.487 mLa 
   1.950 mLa 
 
Docetaxel “Hospira” 20 mg / 2 mL 
                   80 mg / 8 mL 
                   120 mg / 12 mL 
 0.46 mL 
 1.84 mL 
 2.76 mL 
 
Docetaxel “Sandoz” 20 mg / 2 mL 
                  80 mg / 8 mL 
   0.698 mLa 
  2.79 mLa 
 Etoposide “SN”    1.898 mLa 
 Etoposide c q.s. 
 FaslodexⓇ     0.127 mLa 
 HalavenⓇ   0.10 mL 
 JevtanaⓇ     0.726 mLa 
 LastetⓇ  1.9 mL 
 
OnetaxotereⓇ 20 mg / 1 mL 
              80 mg / 4 mL 
    0.500 mLa 
    2.000 mLa 
 
Paclitaxel “Hospira” 30 mg 
                   100 mg 
approx. 2.5 mL 
approx. 8.3 mL 
 
Paclitaxel “NK” 30 mg 
               100 mg 
 2.5 mL 
 8.4 mL 
 
Paclitaxel “Sawai” 30 mg 
                 100 mg 
                 150 mg 
 2.5 mL 
  8.35 mL 
12.5 mL 
 
Paclitaxel 30 mg d 
          100 mg d 
q.s. 
 
TaxolⓇ 30 mg 
       100 mg 
  2.50 mL 
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Table 1.  Examples of clinical drug preparations for intravenous injection 
        using ethanol as excipient in Japan （continued） 
 
 
Antineoplastic TaxotereⓇ 20 mg   0.242 mLa 
（continued）           80 mg   0.968 mLa 
 TORISELⓇ   0.953 mLa 
 VepsidⓇ 1.5 mL 
 Anhydrous Ethanol Injection “Fuso” * 5 mL 
 “Pfizer” * 5 mL 
Antiprotozoal BactraminⓇ    0.633 mLa 
Antithrombotic NovastanⓇ HI    0.380 mLa 
 SlonnonⓇ HI    0.380 mLa 
Cardiotonic DigilanogenⓇ 0.2 mL 
 DigosinⓇ    0.109 mLa 
Hematological NormosangⓇ    1.266 mLa 
Immunosuppressive SandimmunⓇ   1.645 mL 
 
PrografⓇ 2 mg 
         5 mg 




AdosterolⓇ－I 131 0.5 mL 
                  1 mL 
  0.008 mL 
  0.016 mL 








Diazepam “Taiyo” 5 mg 
                 10 mg 
 0.18 mL 
 0.36 mL 
 HorizonⓇ  0.20 mL 
 SileceⓇ    0.201 mLa 





VasolatorⓇ 1 mg 
           5 mg 
           25 mg 
           50 mg 
   0.011 mLa 
   0.057 mLa 
   0.285 mLa 
   0.570 mLa 
Vitamin Maxacalcitol-Nipro 2.5 µg, 5 µg, 10 µge   0.002 mL 
 OxarolⓇ 2.5 µg, 5 µg, 10 µg   0.002 mL 
a : Calculated value from the density of ethanol ( 0.79 g/mL ).  
b : generic drugs of “Chemiphar”, “HK”, “NK”, “Teva”, “Towa”, or “Sawai”. 
c : generic drugs of “DK”, “Sandoz”, or “Taiyo”. 
d : generic drugs of “NP”, “Pfizer”, or “Sandoz”. 
e : generic drugs of “Teva”, “Nichi-Iko”, or “Pfizer” 
* : active substance 
q.s.: quantum sufficit（not open to the public） 
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Table 2. 医薬品、製剤添加物としてのヒト血清アルブミン 
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本 論 
 
第 1 章 ワルファリンエナンチオマーのヒト血清アルブミンへの結合性と 
CYP2C9.1 による薬物代謝に及ぼすエタノールの影響 
  
第 1 節 緒 言 
ワルファリンエナンチオマー 
ワルファリンは臨床において S－エナンチオマーおよび R－エナンチオマーから


























であるプロテイン C、S などは、肝細胞内で合成される際、ビタミン K 依存性のカ
ルボキシル化を受け凝固活性あるいは抗凝固活性を獲得する。この合成過程におい
てビタミン K は酸化され、エポキシドになるが、還元されると再びビタミン K とな
り補酵素活性を回復する。これをビタミン K サイクルという。ワルファリンはこの
  8 
還元酵素を阻害することにより、活性型ビタミン K を枯渇させるため、凝固因子
（ PIVKA ）のカルボシキル化が不完全となり抗凝固効果を発揮する 13）。 
ワルファリンは 4%ヒト血清アルブミン濃度では 97～99％結合し、ヒト血清アル






























































CYP2C9 および CYP3A4 のようなシトクロム P450 によって触媒されることが示さ
れている 32, 33）。S－ワルファリンの 7－ヒドロキシル化は、主として CYP2C9 によ
って触媒される（Fig. 1-2）。一方、R－ワルファリンは CYP1A2 により、6-および
8-ヒドロキシワルファリンに、CYP3A4 によって 10-ヒドロキシワルファリンに代謝
される。非ステロイド性抗炎症薬のジクロフェナクもまた、CYP2C9 によって 4’-
ヒドロキシジクロフェナクに代謝されることが知られている 34, 35）（Fig. 1-2）。 
 







                                              4’  
                                        ↑ 
 
Fig. 1-2. Structure of S-warfarin and diclofenac. 
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のアルコール摂取は、代謝酵素活性を上昇させることがあり、ワルファリンの抗凝
固効果を減少させることがある。Hamitouche ら 38）は、CYP2E1、CYP1A2 および
CYP3A4 などと同様に CYP2C9 もまたエタノールを代謝することができるが、エタ
ノールに対する親和性は低いことを示した。様々な CYPs によるエタノールに対す
る酸化反応について測定された見かけ上のKmは、約 10 mMであった 38）。そのため、
エタノールは CYP2C9 による他の基質の代謝にも影響する可能性がある。しかしな
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CYP2C9 である Human CYP2C9.1+P450 reductase microsomes derived from 
baculovirus expression systems は BD Gentest 社から購入した。メタノール、1-
プロパノールはキシダ化学株式会社から購入した。2-プロパノールは関東化学株式
会社より購入した。アルブミナー 5％は ZLB ベーリング株式会社から、アルブミン
（5％）・カッターはバイエル薬品株式会社から購入し、献血アルブミン（5％）－
Wf は株式会社ベネシスから購入した。ブミネート 5％はバクスター株式会社から













100，200 µM）とエタノール（最終濃度 2.9 vol%, 500 mM）を混合した。続いて、
その 1 mL を限外濾過装置（Centrifree Micropartition System）に移し、37℃で 15
分間インキュベートした。その後、1,640×g で 5 分間遠心（05PR-22 形 日立小形
冷却遠心機、日立工機株式会社）し、分離した濾液に内部標準としてナプロキセン
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PBS にヒト血清アルブミン（最終濃度 615 µM）を溶解させた溶液に、ラセミ体
のワルファリンナトリウム（最終濃度 50 µM）および、メタノール、エタノール、1
－プロパノール、あるいは 2－プロパノール（最終濃度 500 mM）を混合した後、





市販アルブミン製剤 4 製品（アルブミナー 5％、アルブミン（5％）・カッター、
献血アルブミン（5％）－Wf、ブミネート 5％；アルブミン濃度として 752 µM）を
PBS で希釈し、水酸化ナトリウムにより pH 7.3～7.4 になるように調整した溶液（ア
ルブミン最終濃度 615 µM）に、ラセミ体のワルファリンナトリウム（最終濃度 50 
µM）およびエタノール（最終濃度 2.9 vol%, 500 mM）を混合した後、2-2-1 の実験





アルブミナー 5％を PBS で希釈し、水酸化ナトリウムにより pH 7.3～7.4 になる
ように調製した溶液（アルブミン最終濃度 615 µM）に、S－ワルファリンまたは R
－ワルファリン（それぞれ最終濃度 12.5，25，50，100，200μM）およびエタノー
ル（最終濃度 2.9 vol%, 500 mM）を混合し、2-2-1 の実験方法と同様の方法で分離






分光光度計検出器を備えた HPLC を用いて波長 312 nm におけるワルファリンまた
は S－、R－ワルファリンと内部標準物質のピーク面積比をワルファリンエナンチ
  14 
オマーの濃度に対してプロットして検量線を作成することで、ワルファリンエナン
チオマーの定量を行った。Fig. 1-3 に S－、R－ワルファリンと内部標準物質の 
HPLC クロマトグラムを示す。使用した HPLC 分析条件は次の通りである。 
システムコントローラ：島津 SCL-10Avp 
オートインジェクタ：島津 SIL-10ADvp 
ポ  ン  プ：島津 LC-10ADvp 
紫外分光光度計検出器：島津 SPD-10Avp （波長：312 nm） 
カ ラ ム：CHIRALCEL OD-RH 
（4.6 mm I.D.×150 mm；5 µm、ダイセル化学工業） 
カ ラ ム 温 度：40℃ 
溶  出  液：0.1 M リン酸二水素ナトリウム（pH 2.0）/ アセトニト
リル ＝ 65 / 35（vol / vol） 
流    速：0.5 mL / min 
注  入  量：50 µL 
保 持 時 間：R－ワルファリンエナンチオマー  41 分 
S－ワルファリンエナンチオマー  58 分 
ナプロキセン（内部標準）     26 分 
 












































Fig. 1-3.  HPLC chromatogram of warfarin enantiomers by ultraviolet 
analysis ( absorbance at 312 nm ). 
Peaks : A = solvent peak ；B = naproxen ( 26 min ) ；C = R-warfarin ( 41 min ) ； 
D = S-warfarin ( 58 min ) 
B A D C 
















に示す Scatchard 式 47）により算出した。 
r／Cunb = n／Kd － r／Kd 
ここで、 r は結合型濃度を総アルブミン濃度で除した値である。 Cunb は非結
合型濃度、 n はアルブミン 1 分子あたりの結合部位の数、 Kd は解離定数である。 
 
 
2-6. CYP2C9.1 によるワルファリン、ジクロフェナク代謝実験 
 
Iwakawa ら 48）の方法を一部改変して行った。7－ヒドロキシワルファリンと 4’
－ヒドロキシジクロフェナクの生成が直線性を示す範囲内となる、インキュベーシ
ョン時間および CYP 濃度にて行った。S－ワルファリンあるいはジクロフェナク（最
終濃度 1～10 µM）、エタノール（最終濃度 0.05～3 vol％；8.5～510 mM）あるいは
溶媒対照、および NADPH 再生成系（最終濃度 NADPH：0.5 mM、グルコース-6-
リン酸：2 mM、塩化マグネシウム：4 mM、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ：
1 U/mL）を含む 50 mM トリス－HCl（pH 7.4）を 37℃で 10 分間プレインキュベ
  16 
ートした。その後、CYP2C9.1 (最終濃度 6.5 nM) を添加することで 37℃の温度条
件下、代謝反応を開始した。なお、最終反応容量は 0.25 mL とし、インキュベート
は 2 検体ずつで行った。反応開始 30 分後、2.7 µM ナプロキセン（内標準物質）を
含む氷冷したアセトニトリル 0.25 mL を添加にて反応停止後、18,620×g、4℃で 5






Iwakawa らの方法 48）を一部改変して行った。既知濃度の 7－ヒドロキシワルフ
ァリンまたは 4’－ヒドロキシジクロフェナクを加え、インキュベートを行わずに前
述の 2-6 の実験方法に従って操作し、蛍光検出器を備えた HPLC を用いて励起波
長：320 nm、蛍光波長： 415 nm における 7－ヒドロキシワルファリンまたは紫外
分光光度計検出器を用いて波長 280 nm における 4’－ヒドロキシジクロフェナクと
内部標準物質のピーク面積比を 7－ヒドロキシワルファリンまたは 4’－ヒドロキシ
ジクロフェナクの濃度に対してプロットして検量線を作成することで、7－ヒドロキ
シワルファリンまたは 4’－ヒドロキシジクロフェナクの定量を行った。Fig. 1-4 に
7－ヒドロキシワルファリンと内部標準物質を、Fig. 1-5 に 4’－ヒドロキシジクロフ
ェナクと内部標準物質の HPLC クロマトグラムを示す。 
使用した HPLC 分析条件は次の通りである。 
システムコントローラ：島津 SCL-10Avp 
オートインジェクタ：島津 SIL-10ADvp 
ポ  ン  プ：島津 LC-10ADvp 
分 光 蛍 光 検 出 器：島津 RF-10AXL ［励起波長：320 nm、蛍光波長： 
415 nm（S－7－ヒドロキシワルファリン）］ 
紫外分光光度計検出器：島津 SPD-10Avp ［波長：280 nm49）（4’－ヒドロキ
シジクロフェナク）］ 
カ ラ ム：CHIRALCEL OD-RH 
（4.6 mm I.D.×150 mm；5 µm、ダイセル化学工業） 
  17 
カ ラ ム 温 度：40℃ 
溶  出  液：0.1 M リン酸二水素ナトリウム（pH 2.0）/ アセトニト
リル ＝ 65 / 35（vol / vol） 
流    速：0.5 mL / min 
注  入  量：25 µL（S－ワルファリン） 
50 µL（ジクロフェナク） 
保 持 時 間：S－7－ヒドロキシワルファリン    28 分 
S－ワルファリンエナンチオマー    60 分 
4’－ヒドロキシジクロフェナク      20 分 
ジクロフェナク           56 分 




Fig. 1-4.  HPLC chromatogram of S-warfarin metabolite by fluorescence 
analysis ( excitation at 320 nm and emission at 415 nm ). 
Peaks：A = solvent peak；B = naproxen ( 26 min ) ；C = S-7-hydroxywarfarin ( 28 
min )；D = S-warfarin ( 60 min ) 
 
 
A                        B C                                    D 
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Fig. 1-5.  HPLC chromatogram of diclofenac and its metabolite by 
ultraviolet analysis ( absorbance at 280 nm ). 
Peaks：A = solvent peak；B = 4’-hydroxydiclofenac ( 20 min ) ；C = naproxen ( 25 







パラメータは、Michaelis-Menten 式を変形した下記の Lineweaver-Burk 式により
プロットすることで算出した。 
1／V = （Km／Vmax）・1／C + 1／Vmax  
ここで、 V は代謝速度、Vmax は最大代謝速度、Km は Michaelis 定数で、Vmax








A                B     C                                 D 
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で示し、検定は対応のある t-test を用いた。また、ヒト血清アルブミンおよび市販
アルブミン製剤中タンパク質へのワルファリンエナンチオマーの結合パラメータに
ついての比較の検定は、対応のない t -test を用いた。 
ワルファリンエナンチオマーのヒト血清アルブミンへの結合性に及ぼす各種アル
コールの影響についての検討は、実験結果（N = 6）を平均値±S.D.で示し、検定は





後に Tukey’s t-test を用いた。 
CYP2C9.1 による S－ワルファリンおよびジクロフェナクの代謝反応についての
パラメータは、実験結果（N = 3）から得られた値をプロットして算出した。各パラ
メータは平均値±S.D.で示し、検定は Tukey’s t-test を用いた。 
この研究において有意水準は p＜0.05 とした。 
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合性に及ぼすエタノールの影響を検討した。エタノール（2.9 vol％; 500 mM）の添
加により、S－エナンチオマーのアルブミン 1 分子あたりの結合部位の数（n）は、
0.72 から 0.73 と変化は認められなかった（Table 1-1）が、解離定数（Kd）は 12.4 
µM から 10.4 µM に減少した。一方、R－エナンチオマーのアルブミン 1 分子あた
りの結合部位の数は 1.11 から 1.15 と変化は認められなかったが、解離定数は 
19.7 µM から 26.2 µM に増加した。 
 
Table 1-1.  Apparent binding parameters for warfarin enantiomers 
binding to HSA 
 Binding parameter Control  With ethanol 
S-warfarin 
n  0.72 ± 0.07 0.73 ± 0.04 
Kd ( µM ) 12.4 ± 1.0  10.4 ± 0.6 * 
R-warfarin 
n  1.11 ± 0.10 1.15 ± 0.09 
Kd ( µM ) 19.7 ± 2.0  26.2 ± 1.9 * 
Each value represents the mean ± S.D. ( N = 4 ). n : the number of binding sites in 
the HSA molecule. Kd : the dissociation constant. HSA : 615 µM. Ethanol : 2.9 vol％
(500 mM). 
* ; p<0.05 versus control ( paired t-test ) 
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3-1-2. 各種アルコールの影響 
 
ワルファリン濃度を 50 µM に固定し、上記のヒト血清アルブミンの結合性に影響












































Fig. 1-6.  Effect of alcohol on the binding of S- and R-warfarin to HSA. 
Data are expressed as mean values ± S.D. ( N = 6 ). HSA : 615 µM. Warfarin 
racemate : 50 µM. Alcohol : 500 mM. * ; p<0.05, ** ; p<0.01 versus control ( Dunnett’s 




















































































































Fig. 1-7.  Effect of ethanol on the binding of S- and R-warfarin to proteins 
from commercial albumin preparations.   
Data are expressed as mean values ± S.D. ( N = 3 ). HSA : 615 µM. Warfarin 
racemate : 50 µM . Ethanol : 2.9 vol％(500 mM). 
* ; p<0.05, **; p <0.01 versus control ( paired t-test ) 

































アルブミナー 5％では 4.1 mM、献血アルブミン（5％）－Wf では 4.0 mM、アル




Table 1-2.  Non-esterified fatty acid concentration in 
commercial albumin preparations  
Albumin preparation 
NEFA concentration  
（ mM ） 
Fatty acid-free albumin 0.02 
Albumin ( 5% )・Cutter 3.64 
Albumin ( 5% ) – wf 4.00 
Albuminar - 5% 4.11 
Buminate 5% 4.39 
Each value represents the mean ( N = 2 ). 
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3-1-5. 市販アルブミン製剤（アルブミナー®）中タンパク質への結合性 
 






の数（n）は、0.84 から 0.92 となり、差は認められなかった（Table 1-3）。S－エ
ナンチオマーの解離定数（Kd）は 19.2 µM から 24.0 µM に増加した。一方、R－エ
ナンチオマーのアルブミン 1 分子あたりの結合部位の数は 0.94 から 0.96 と変化
は認められなかったが、S－エナンチオマーと同様に R－エナンチオマーの解離定数
は 26.9 µM から 36.8 µM に増加した。 
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Table 1-3.  Apparent binding parameters for warfarin enantiomers 
binding to proteins from Albuminar 
 Binding parameter Control  With ethanol 
S-warfarin 
n  0.84 ± 0.06 0.92 ± 0.05 
Kd ( µM ) 19.2 ± 1.6  24.0 ± 1.5 * 
R-warfarin 
n  0.94 ± 0.10 0.96 ± 0.03 
Kd ( µM ) 26.9 ± 2.8  36.8 ± 2.4 * 
Each value represents the mean ± S.D. ( N = 3 ). n : the number of binding sites in 
the HSA molecule. Kd : the dissociation constant. Albuminar : 615 µM. Ethanol : 2.9 
vol％ (500 mM).  
* ; p<0.05 versus control ( paired t-test ) 
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よる 1 µM の S－ワルファリンの 7－水酸化体への代謝は 0.1 vol％（17 mM）濃度
のエタノールから強く阻害された（Fig. 1-8）。そして、エタノールは濃度依存的に 1
および 10 µM の S－ワルファリンの 7－水酸化代謝を阻害した。一方、1 µM のジク
ロフェナクの 4’－水酸化代謝は、より高濃度の 3 vol％（510 mM）エタノールで阻





























































Fig. 1-8.  Effect of ethanol on S-warfarin 7-hydroxylation and diclofenac 
4’-hydroxylation by recombinant human CYP2C9.1.   
○, warfarin 1 µM; ●, warfarin 10 µM; □, diclofenac 1 µM; ■, diclofenac 10 µM. 
Data are expressed as mean values ± S.D. ( N = 3 ). ** ; p<0.01 versus control 
( Dunnett’s pairwise multiple comparison t-test ). 
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3-2-2. S－ワルファリンの 7－水酸化代謝に及ぼすエタノールの影響 
 
エタノールが CYP2C9.1 による薬物代謝に影響したことから、さらに詳細な検討
を行った。エタノールは、CYP2C9.1 による S－ワルファリン 7－水酸化代謝の Km
に有意な影響を及ぼさなかった（Fig. 1-9）。一方で、Vmaxおよび Vmax/Km（見かけ
の固有クリアランス）はエタノール濃度の増加と共に減少した。0.3 vol% （51 mM）
濃度のエタノール添加時の Vmaxおよび Vmax/Kmは、コントロールに比べ、それぞれ
49％および 73％減少し、1 vol%（170 mM）濃度のエタノールでは、それぞれ 75％
および 85％の減少を示した。 
Dixon plot51）より、エタノールは S－ワルファリンエナンチオマーの 7－水酸化
代謝に対し、非競合的な阻害を示すことが示唆された（Fig. 1-10）。見かけの Kiは
約 0.2 vol%（34 mM）であった。 
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Fig. 1-9. Effect of ethanol on S-warfarin 7-hydroxylation by recombinant 
human CYP2C9.1.   
A, B and C are kinetic parameters on the metabolism of S-warfarin 7-hydroxylation 
by CYP2C9.1 ( A, Vmax ; B, Km ; C, Vmax/Km ). Data are expressed as mean values ± 


















































Fig. 1-10.  Dixon plot for the inhibition of S-warfarin 7-hydroxylation by 
ethanol in recombinant human CYP2C9.1. 
○, S-warfarin 1 µM ; ▲, S-warfarin 2 µM ; ♦, S-warfarin 5 µM ; ●, S-warfarin 10 
µM. Data are expressed as mean values ( N = 3 ). 
 
 
3-2-3. ジクロフェナクの 4’－水酸化代謝に及ぼすエタノールの影響 
 
S－ワルファリンの代わりにジクロフェナクを用いて検討した結果、エタノールは、
CYP2C9.1 によるジクロフェナク 4’－水酸化代謝の Vmaxに有意な影響を及ぼさなか
った（Fig. 1-11）。一方で、エタノール濃度の増加と共に Kmは上昇し、Vmax/Kmは
減少した。3 vol%（510 mM）エタノール添加時の Kmは、コントロールに比べ 1.7
倍上昇し、Vmax/Kmは 40％減少した。 
Dixon plot より、エタノールはジクロフェナクの 4’－水酸化代謝に対し、競合的
阻害を示すことが示唆された（Fig. 1-12）。見かけの Kiは約 4 vol% (680 mM)であ
った。 
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Fig. 1-11.  Effect of ethanol on diclofenac 4’-hydroxylation by recombinant 
human CYP2C9.1.   
A, B and C are kinetic parameters on the metabolism of diclofenac 4’-hydroxylation 
by CYP2C9.1 ( A, Vmax ; B, Km ; C, Vmax/Km ). Data are expressed as mean values ± 




















































Fig. 1-12.  Dixon plot for the inhibition of diclofenac 4’-hydroxylation by 
ethanol in recombinant human CYP2C9.1. 
□, diclofenac 1 µM ; ▲, diclofenac 2 µM ; ■, diclofenac 10 µM. Data are expressed 
as mean values ( N = 3 ). 
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うに、アルブミン 1 分子あたりの結合部位数は、S－エナンチオマーで 0.87～1.7、
R－エナンチオマーで 0.91～1.9、解離定数は S－エナンチオマーで 0.7～4.1  µM、
R－エナンチオマー では 0.7 ～ 4.9 µM であった 12, 42, 58－60）。このバラツキはアル
  36 
ブミンの種類や濃度そして実験条件による違いであると考えられる。Olsen ら 12)の 
Defatted HSA ( Fatty acid-free albumin ) のアルブミン 1 分子あたりの結合部位数
および解離定数の解析結果は、今回のヒト血清アルブミンの値とほぼ一致していた。 
 
Table 1-4.  Comparison of apparent binding parameters for warfarin 
enantiomers binding to HSA 
Albumin Method Warfarin n Kd ( µM ) References 
Repeated 
crystallization from 




S-warfarin 1.7 4.1 
O’Reilly 58） 





S-warfarin 0.9 1.1 
Dianae et al.59） 






S-warfarin 1 1.7 
Otagiri et al.42） 
R-warfarin 1 1.9 
Rechromatographed  





S-warfarin 1 0.7 
Veronich et al.60） 







0.9 6.3 Olsen et al.12） 













































った。市販アルブミン製剤に含有される遊離脂肪酸濃度が約 4 mM と健常人におけ



















































通常繁用されている 1 日 1～3 mg を服用した場合の血中濃度から臨床的な濃度とし
て 1 µM を選び、その非結合率を算出した（Table 1-5）。エタノール添加により、遊
離脂肪酸を含有しないアルブミンにおけるS－エナンチオマーの非結合率は 2.7％か
  40 
ら 2.3％に低下し、遊離脂肪酸を含有しないアルブミンにおける R－エナンチオマー






Table 1-5.  Simulated unbound percent of warfarin enantiomers  
 % unbound 
 Fatty acid-free albumin Albuminar 
S-warfarin 2.7  3.6 
S-warfarin with ethanol 2.3 4.1 
R-warfarin 2.8 4.5 
R-warfarin with ethanol 3.6 5.9 
Each value is calculated from the data of Table 1-1 and 1-3. Fatty acid-free albumin 




























量投与されることがある。例えば、5％市販アルブミン製剤 1 ボトル 250 mL を投
与した場合、血漿中の約 10％のアルブミンが市販アルブミン製剤のアルブミンで占








4-2. 遺伝子組換え CYP2C9.1 による薬物代謝に及ぼすエタノールの影響 
 
今回、ヒト CYP2C9.1 による S－ワルファリン 7－水酸化代謝およびジクロフェ
ナク 4’－水酸化代謝がエタノールによって阻害された。しかしながら、CYP2C9.1
  42 
による S－ワルファリンの 7－水酸化代謝に及ぼすエタノールの阻害効果は、ジクロ
フェナクの 4’－水酸化代謝に対するものとは濃度や阻害様式において大きく異なっ
ていた。CYP2C9.1 による S－ワルファリンの 7－水酸化代謝は、0.1 vol%（17 mM）
の低いエタノール濃度から阻害された。また、S－ワルファリンの 7－水酸化代謝の
Vmaxはエタノール濃度の増加と共に減少したが Kmは影響されず、Dixon plot から
非競合阻害を示すことがわかった。一方で、CYP2C9.1 によるジクロフェナクの 4’
－水酸化代謝へのエタノールによる阻害は、30 倍も高濃度である 3 vol%（510 mM）
で観察された。また、ジクロフェナクの 4’－水酸化代謝の Kmは、コントロールと比
べ 3 vol%（510 mM）エタノールで増大が認められたが、Vmaxは 3 vol%（510 mM）
までは有意な変化が観察されなかった。さらに、Dixon plot からエタノールはジク
ロフェナクの代謝に対して競合的阻害を示すことがわかった。Busby ら 39）は、
CYP2C9 によるジクロフェナクの 4’－水酸化活性は、0.3～3 vol%のエタノールでは
阻害されないことを報告している。この報告と今回の結果の相違は、彼らの研究は
高濃度（15 µM）のジクロフェナクで行われたものであり、本研究では薬物治療中













れる。S－ワルファリンに比べ、ジクロフェナクでは Vmaxが 100 倍程度大きいこと
からも比較的代謝部位へのアプローチがし易いため、結合サイトへのエタノールの
影響を受けにくかったと考えられる。また、Busby ら 39）は溶剤の阻害効果は個々の





体選択的に影響することが明らかになった。しかしながら、本研究は 2.9 vol％（500 










であると考えられる。そこで、第 2 章ではヒト血清アルブミンによる 3 種類のエス
テル型薬物の加水分解に及ぼすエタノールと薬物の影響を検討した。 
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第 1 節 緒 言 
序論でも述べた通り、ヒト血清アルブミンは 585 個のアミノ酸残基からなるタン
パク質で、単量体であるが、3 つの構造的に類似したα－へリックスからなるドメ
イン（Ⅰ-Ⅲ）を有し、各ドメインはそれぞれ 6 つと 4 つのα－へリックスからなる
サブドメイン A と B に分けられる 1, 4）。結晶構造解析により、ヒト血清アルブミン
における主要な薬物結合サイトであるサイトⅠとサイトⅡは、それぞれサブドメイ







ート 78－81）、いくつかの N－カルボベンゾキシ－D(L)－アラニン p－ニトロフェニル
エステル 82）やカルプロフェングルクロニド 83）などを加水分解するエステラーゼ活
性を有することが報告されている。 
  46 
 
Aspirin              Salicylic acid  Acetic acid 
 
  
                          Hydrolysis 
 ＋ CH3COOH 
                          H2O 
  
 
  p-Nitrophenyl acetate     p-Nitrophenol  Acetic acid 
 
                              
                                            
Hydrolysis 
                              ＋ CH3COOH 
                        H2O 
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Olmesartan medoxomil      Olmesartan                  Diacetyl 
 
                          RNH-8097 
                                                   CO2  
                                             + 
                    H2O 
                           ( not detected ) 
    
 


















































































び SLBD7204V の 4 製造ロットを用いた。インドキシル硫酸および 3-インドール酢
酸はナカライテスク社から購入した。アセトニトリルは高速液体クロマトグラフ用
（Sigma-Aldrich 社）を用い、その他の試薬は特級規格品を使用した。 






Ma ら 84）の方法を一部改変して行った。ヒト血清アルブミン（最終濃度 200 µM）
単独、あるいは、それにワルファリン、インドメタシン、ナプロキセン（それぞれ
最終濃度 200 µM）またはエタノール（最終濃度 2 vol％）を添加したものを 67 mM
リン酸緩衝液（pH 7.4）に溶解し、37℃で 5 分間プレインキュベートした。これに
予め 37℃でプレインキュベートしたアスピリン（最終濃度 100 µM）を添加するこ
とで 37℃の温度条件下、代謝反応を開始した。なお、最終反応容量は 0.13 mL とし、
インキュベートは 2 本ずつ行い、平均値を算出した。1、2、3 あるいは 4 時間後に
氷冷したアセトニトリル 0.4 mL を添加して反応を停止させた。その後、62.5 µM（イ
ンドメタシン添加時以外）または 3.125 mM（インドメタシン添加時）の o－トルイ
ル酸（内標準物質）を含む 0.1 M リン酸二水素ナトリウム（pH 2.0）0.1 mL を添加






ンによる加水分解の擬 1 次速度定数（kobs）を補正して算出した。 
 
 
2-2-2. ヒト血清アルブミンによる p－ニトロフェニルアセテートの代謝実験 
 
 Ikeda ら 79）の方法を改変して行った。ヒト血清アルブミン（最終濃度 50 µM）単
独、あるいは、それにワルファリン、インドメタシン、ナプロキセン（それぞれ最
終濃度 50 µM）、エゼリン（最終濃度 20 µM）またはエタノール（最終濃度 2 vol％）
を添加したものを 67 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）に溶解し、25℃で 5 分間プレイ
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ンキュベートした。これに予め 25℃でプレインキュベートした p－ニトロフェニル
アセテート（最終濃度 10 µM）を添加することで 25℃の温度条件下、代謝反応を開
始した。なお、最終反応容量は 1.25 mL とした。生成する p－ニトロフェニルアセ
テート代謝物（p－ニトロフェノール）濃度を 220 型ダブルビーム分光光度計により
波長 400 nm で経時的に定量した。 
なお、速度論的分析ではヒト血清アルブミン濃度を 30 µM、p－ニトロフェニルア







Ma ら 84）の方法を一部改変して行った。ヒト血清アルブミン（最終濃度 200 µM）
単独、あるいは、それにワルファリン、インドメタシン、ナプロキセン（それぞれ
最終濃度 200 µM）またはエタノール（最終濃度 2 vol％）を添加したものを 67 mM
リン酸緩衝液（pH 7.4）に溶解し、37℃で 5 分間プレインキュベートした。これに
予め 37℃でプレインキュベートしたオルメサルタンメドキソミル（最終濃度 40 µM） 
を添加することで 37℃の温度条件下、代謝反応を開始した。なお、最終反応容量は
0.13 mL とし、インキュベートは 2 本ずつ行い、平均値を算出した。2、3、4 ある
いは 5 分後に氷冷したエタノール 0.4 mL 添加にて反応停止後、200 µM または 2.5 
mM（インドメタシン添加時）の o－トルイル酸（内標準物質）を含む 0.1 M リン酸
二水素ナトリウム（pH 2.0）0.1 mL を添加した。18,620×g、4℃（微量高速遠心機 
CF16RN）で 5 分間遠心して上清を回収した。上清を濾過（PTFE 0.45 µm）した後、
その濾液を定量に供した。その際、ヒト血清アルブミンを含まないリン酸緩衝液（pH 
7.4）中でのオルメサルタンメドキソミルの加水分解反応も測定し、ヒト血清アルブ













定量を行った。Fig. 2-3 および Fig. 2-4 にサリチル酸と内部標準物質の HPLC ク
ロマトグラムを示す。 
使用した HPLC 分析条件は次の通りである。 
システムコントローラ：島津 SCL-10Avp 
オートインジェクタ：島津 SIL-10ADvp 
ポ  ン  プ：島津 LC-10ADvp 
分 光 蛍 光 検 出 器：島津 RF-10AXL ［励起波長：296 nm、蛍光波長：405 
nm90）（インドメタシン添加時）］ 
紫外分光光度計検出器：島津 SPD-10Avp ［波長：295 nm（インドメタシン
添加時以外）］ 
カ ラ ム：Wakopak Wakosil 5C18 AR 
(4.6 mm I.D.×250 mm、和光純薬工業株式会社） 
カ ラ ム 温 度：40℃ 
溶  出  液：0.1 M リン酸二水素ナトリウム（pH 2.0）/ アセトニト
リル ＝ 69.5 / 30.5（vol / vol）（ワルファリン添加時） 
0.1 M リン酸二水素ナトリウム（pH 2.0）/ アセトニト
リル ＝ 69 / 31（vol / vol）（ワルファリン添加時以外） 
流    速：0.5 mL / min 
注  入  量：25 µL 
保 持 時 間：アスピリン         13 分 
             インドメタシン       16 分 
サリチル酸         18 分 
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o－トルイル酸（内部標準）  24 分 
             ナプロキセン        67 分 
             ワルファリン        123 分 
 
 
Fig. 2-3.  HPLC chromatogram of aspirin and its hydrolysis product by 
ultraviolet analysis ( absorbance at 295 nm ). 
Peaks：A = solvent peak；B = aspirin ( 13 min ) ；C = salicylic acid ( 18 min ) ；D = 
o-toluic acid ( 24 min ) 
 
 
Fig. 2-4.  HPLC chromatogram of aspirin and its hydrolysis product by 
fluorescence analysis ( excitation at 296 nm and emission at 405 
nm ). 
Peaks：A = solvent peak；B = aspirin ( 13 min ) ；C = indomethacin ( 16 min ) ；D 
= salicylic acid ( 18 min ) ；E = o-toluic acid ( 24 min ) 
A         B           C             D 
A          B     C      D             E 
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2-3-2. オルメサルタンメドキソミル代謝物の定量 
 
 Ishizuka ら 91）の方法を一部改変して行った。既知濃度のオルメサルタンと o－ト
ルイル酸（内部標準物質）を調製し、紫外分光光度計検出器を備えた HPLC を用い
て波長 254 nm におけるオルメサルタンと内部標準物質のピーク面積比をオルメサ
ルタンの濃度に対してプロットして検量線を作成することで、オルメサルタンメド
キソミル代謝物であるオルメサルタンの定量を行った。ただし、インドメタシン添
加時には分光蛍光検出器を用いて励起波長：260 nm、蛍光波長：370 nm で測定を
行った。Fig. 2-5 および Fig. 2-6 にオルメサルタンと内部標準物質の HPLC クロマ
トグラムを示す。 
使用した HPLC 分析条件は次の通りである。 
システムコントローラ：島津 SCL-10Avp 
オートインジェクタ：島津 SIL-10ADvp 
ポ  ン  プ：島津 LC-10ADvp 
分 光 蛍 光 検 出 器：島津 RF-10AXL ［励起波長：260 nm、蛍光波長：370 
nm84）（インドメタシン添加時）］ 
紫外分光光度計検出器：島津 SPD-10Avp ［波長：254 nm（インドメタシン
添加時以外）］ 
カ ラ ム：Wakopak Wakosil 5C18 AR 
 (4.6 mm I.D.×250 mm、和光純薬工業株式会社） 
カ ラ ム 温 度：40℃ 
溶  出  液：0.1 M リン酸二水素ナトリウム（pH 2.0）/ アセトニト
リル ＝ 69 / 31（vol / vol） 
流    速：0.5 mL / min 
注  入  量：25 µL 
保 持 時 間：オルメサルタン        9 分 
インドメタシン       15 分 
o－トルイル酸（内部標準）  22 分 
             オルメサルタンメドキソミル 28 分 
             ナプロキセン        67 分 
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             ワルファリン        102 分 
 
 
Fig. 2-5.  HPLC chromatogram of olmesartan medoxomil and its 
hydrolysis product by ultraviolet analysis ( absorbance at 254 nm ). 
Peaks：A = solvent peak；B = olmesartan ( 9 min ) ；C = o-toluic acid ( 22 min ) ；
D = olmesartan medoxomil ( 28 min ) 
 
 
Fig. 2-6.  HPLC chromatogram of olmesartan medoxomil and its 
hydrolysis product by fluorescence analysis ( excitation at 260 nm 
and emission at 370 nm ). 
Peaks：A = solvent peak；B = olmesartan ( 9 min )；C = indomethacin ( 14 min )； 
D = o-toluic acid ( 22 min )；E = olmesartan medoxomil ( 29 min ) 
 
 
A    B                             C           D 
A    B          C               D              E 
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2-4. インドキシル硫酸および 3-インドール酢酸の定量 
 
各種製造ロットのヒト血清アルブミン製品は 67 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）で溶
解し、4％溶液を調製した。これに 2 倍量の氷冷したアセトニトリルを加えた後、
18,620×g、4℃（微量高速遠心機 CF16RN）で 5 分間遠心して上清を回収した。上
清を濾過（PTFE 0.45 µm）した後、その濾液を定量に供した。 
 
インドキシル硫酸の定量は、de Loor ら 92）および Banoglu ら 93）の方法を一部改
変して行った。上記と同様の HPLC システムを用い、次の条件により分析を行った。 
分 光 蛍 光 検 出 器：島津 RF-10AXL （励起波長：280 nm、蛍光波長：390 
nm） 
カ ラ ム 温 度：40℃ 
溶  出  液：25 mM リン酸二水素ナトリウム（pH 2.0）/ アセトニト
リル ＝ 90 / 10（vol / vol） 
流    速：0.7 mL / min 
 保 持 時 間：インドキシル硫酸  17 分 
 
3-インドール酢酸の定量は、Martínez ら 94）および Kelen ら 95）の方法を改変して
行った。上記と同様の HPLC システムを用い、次の条件により分析を行った。 
分 光 蛍 光 検 出 器：島津 RF-10AXL （励起波長：280 nm、蛍光波長：340 
nm） 
カ ラ ム 温 度：40℃ 
溶  出  液：0.1 M リン酸二水素ナトリウム（pH 2.0）/ アセトニト
リル ＝ 69 / 31（vol / vol） 
流    速：0.7 mL / min 
 保 持 時 間：3-インドール酢酸  10 分 
 
インドキシル硫酸および 3-インドール酢酸の検出限界はそれぞれ 0.08 M、0.04 
M であった。 














50 mM のリン酸緩衝液（pH 8.0）で溶解し 6 mg/mL 溶液とした。その溶液 0.5 mL
と、同じくリン酸緩衝液で溶解した 2.5％ドデシル硫酸ナトリウム 0.4 mL、そして
2 mM エチレンジアミン四酢酸を含んだ 50 mM のリン酸緩衝液（pH 8.0）で溶解し
た 4 mg/mL の 5,5'-ジチオビス（2-ニトロ安息香酸）0.1 mL を混合した。室温にて
30 分間放置後、試料ブランクを対照にして波長 412 nm における吸光度を測定した。
なお、スルフヒドリル濃度はモル吸光係数 13,600 M-1cm-1により算出した。ヒト血
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化水素は、ぺルオキシダーゼの作用により N,N-Bis(4-sulfobutyl)-3-methylamiline, 

























メータの比較は、実験結果（N = 3 または 4）を平均値±S.D.で示し、検定は Student’s 
t-test あるいは Tukey’s t-test を用いた。コントロールのエステラーゼ活性と、各ヒ
ト血清アルブミン結合薬物、エゼリンあるいはエタノールとの比較は、実験結果（N 
= 3）を平均値±S.D.で示し、検定は Student’s t-test あるいは Dunnett’s pairwise 
  58 
multiple comparison t-test を用いた。 
この研究において有意水準は p＜0.05 とした。 
  59 






エタノール（2 vol%；340 mM）は、製造ロット 090M7001V および SLBD7204V
のヒト血清アルブミンによるアスピリンの加水分解をそれぞれ 22%と 35%阻害した
（Table 2-1）。一方、113K7601 および 085K7541 のヒト血清アルブミンによるアス
ピリンの加水分解には影響しなかった。 
 
Table 2-1.  Effect of ethanol on the hydrolysis of aspirin by human serum 
albumin from 4 different lot preparations 
Manufacturing 
lots of HSA 
kobs for aspirin ( 10-6 s-1 ) 
Student’s t-test 
results 
Control With ethanol 
113K7601a  7.4 ± 0.1  6.4 ± 1.0 NS 
085K7541a 10.3 ± 2.4 10.6 ± 1.3 NS 
090M7001Vb 12.1 ± 1.3  9.4 ± 0.7 p<0.05 
SLBD7204Vb 12.6 ± 1.7  8.2 ± 0.3 p<0.05 
Each value represents the mean ± S.D. (N = 3). HSA: 200 µM. Aspirin: 100 µM. 
Ethanol: 2 vol%. NS: not significant. a: not detected fatty acids, b: detected low levels 
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リン、インドメタシンおよびナプロキセンの影響を、Fig. 2-7 に示す。コントロール
群においては、アスピリンの加水分解に製造ロット間の相違が認められ、
090M7001V と SLBD7204V の製造ロットでのアスピリンのエステラーゼ活性は
113K7601 や 085K7541 のエステラーゼ活性よりも高かった。090M7001V と
SLBD7204V のエステラーゼ活性は、ワルファリンやインドメタシンの添加によっ













































Fig. 2-7.  Effects of warfarin, indomethacin, and naproxen on the 
hydrolysis of aspirin by human serum albumin from 4 different 
lot preparations. 
Data are expressed as mean values ± S.D. ( N = 3 ). HSA: 200 µM. Aspirin: 100 µM. 
Inhibitor: 200 µM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 significant difference among 
manufacturing lots in each group ( Tukey’s t-test ). #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 
significantly different from the control ( Dunnett’s pairwise multiple comparison 
t-test ). 
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ヒト血清アルブミンによるアスピリンの加水分解におけるパラメータを Table 
2-2 に示す。085K7541 と 090M7001V の製造ロット間で Vmax、Kmおよび Vmax / Km
の全てのパラメータに有意な差は認められなかった。 
 
Table 2-2.  Kinetic parameters for hydrolysis of aspirin by human serum 
albumin 
Manufacturing 





Vmax / Km 
(ml/min/mmol HSA) 
085K7541 2.11 ± 1.06 1.07 ± 0.80 2.18 ± 0.39 
090M7001V 3.21 ± 2.40 1.35 ± 1.13 2.55 ± 0.37 






エタノール（2 vol%; 340 mM）は、全ての製造ロットでヒト血清アルブミンによ
る p－ニトロフェニルアセテートの加水分解を有意に阻害した（Table 2-3）。
113K7601 の製造ロットでの p－ニトロフェニルアセテートの加水分解は、エタノー
ル添加により 15%阻害されたが、他の 3 つの製造ロットでは約 50%阻害された。 
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Table 2-3.  Effect of ethanol on the hydrolysis of p-nitrophenyl acetate by 
human serum albumin from 4 different lot preparations 
Manufacturing 
lots of HSA 
kobs for p-nitrophenyl acetate ( 10-3 s-1 ) 
Student’s t-test 
results 
Control With ethanol 
113K7601  4.1 ± 0.2  3.5 ± 0.2 p<0.05 
085K7541 22.1 ± 0.6 11.9 ± 0.1 p<0.001 
090M7001V 17.1 ± 0.3  9.2 ± 0.3 p<0.001 
SLBD7204V 20.6 ± 0.4 10.6 ± 0.4 p<0.001 
Each value represents the mean ± S.D. ( N = 3 ). HSA: 50 µM. p-Nitrophenyl 
acetate: 10 µM. Ethanol: 2%. 
 
 
ヒト血清アルブミン製品の 4 製造ロット間における p－ニトロフェニルアセテー
トの加水分解の相違と、その加水分解に及ぼすワルファリン、インドメタシンおよ






























































Fig. 2-8.  Effects of warfarin, indomethacin, and naproxen on the 
hydrolysis of p-nitrophenyl acetate by human serum albumin 
from 4 different lot preparations. 
Data are expressed as mean values ± S.D. ( N = 3 ). HSA: 50 µM. p-Nitrophenyl 
acetate: 10 µM. Inhibitor: 50 µM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 significant 
difference among manufacturing lots in each group ( Tukey’s t-test ). #p<0.05, 
##p<0.01, ###p<0.001 significantly different from the control ( Dunnett’s pairwise 




ラメータを Table 2-4 に示す。他の製造ロットのものに比べ、113K7601 の Vmaxは
有意に高く、Kmは約 3 倍高く、Vmax / Kmは半分程度低かった。090M7001V の Vmax 
/ Kmは、085K7541 および SLBD7204V よりもやや低かった。 
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Table 2-4.  Kinetic parameters for hydrolysis of p-nitrophenyl acetate by 
human serum albumin  
Manufacturing 





Vmax / Km 
(ml/min/µmol HSA) 
113K7601 1.86 ± 0.18 143.6 ± 20.7 13.0 ± 0.7 
085K7541   1.43 ± 0.22**   46.2 ± 5.2**     30.7 ± 1.7**, # 
090M7001V   1.41 ± 0.10**   51.9 ± 5.1**   27.2 ± 1.6** 
SLBD7204V  1.51 ± 0.02*   49.9 ± 2.1**     30.2 ± 1.4**, # 
Each value represents the mean ± S.D. ( N = 4 ). *p<0.05, **p<0.01 significantly 
different from 113K7601 ( Tukey’s t-test ). #p<0.05 significantly different from 
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Table 2-5.  Effect of eserine on esterase activities of human serum 
albumin from different manufacturing lot preparations 
Manufacturing 
lots of HSA 
kobs for p-nitrophenyl acetate ( 10-3 s-1 ) 
Student’s t-test 
results 
Control With eserine 
113K7601  4.6 ± 0.1   3.8 ± 0.7  NS 
085K7541 22.3 ± 0.7  21.2 ± 1.0 NS 
090M7001V 18.8 ± 0.8 17.9 ± 1.6 NS 
SLBD7204V 20.0 ± 0.5 20.1 ± 0.5  NS 
Each value represents the mean ± S.D. ( N = 3 ). HSA: 50 µM. p-Nitrophenyl 




ヒドリル含量を Table 2-6 に示す。113K7601 および SLBD7204V のヒト血清アル
ブミン製品に含まれるグリコアルブミン量は、085K7541 と 090M7001V のグリコ
アルブミン量に比べて高かった。一方で、113K7601 および 085K7541 のヒト血清
アルブミン製品中の NEFA 含量は、ヒト血清アルブミン 1 mol 当たり 0.01 mol 以
下であったが、090M7001V および SLBD7204V ではヒト血清アルブミン 1 mol 当
たり 0.1～0.2 mol の NEFA 含量であり、113K7601 および 085K7541 に比べ NEFA
含量が 10 倍以上高かった。また、スルフヒドリル含量については NEFA 含量と類
似し、113K7601 および 085K7541 のヒト血清アルブミン製品に比べ、090M7001V
および SLBD7204V でやや高い値を示した。 
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Table 2-6.  Glycated albumin values, NEFA contents and sulfhydryl 
contents of human serum albumin from 4 different lot 
preparations 
Manufacturing 







113K7601 20.5 0.006 ± 0.006 0.182 ± 0.001 
085K7541 12.4 0.006 ± 0.005 0.162 ± 0.004 
090M7001V 13.2 0.223 ± 0.017 0.200 ± 0.005 
SLBD7204V 25.1 0.109 ± 0.020 0.236 ± 0.001 
Each value of glycated albumin represents the mean ( N = 2 ). Each value for the 
content of NEFA represents the mean ± S.D. ( N = 5 ). Each value for sulfhydryl 




















35～72%と製造ロット間での阻害の程度に違いが認められた。   
 
Table 2-7.  Effects of ethanol, warfarin, indomethacin, and naproxen on 
the hydrolysis of olmesartan medoxomil by human serum 
albumin from 4 different lot preparations 
Manufacturing 
lots of HSA 










113K7601 1.28±0.11 1.09±0.10 0.47±0.04 0.43±0.12 0.46±0.16 
085K7541 1.01±0.02 1.06±0.09 0.44±0.08 0.50±0.16 0.74±0.15 
090M7001V 1.16±0.07 1.32±0.30 0.45±0.03 0.51±0.09 0.65±0.17 
SLBD7204V 1.32±0.22 1.38±0.17 0.43±0.01 0.61±0.06 0.60±0.12 
Each value represents the mean ± S.D. ( N = 3 ). HSA: 200 µM. Olmesartan 
medoxomil: 40 µM. Ethanol: 2%. Warfarin, indomethacin, and naproxen: 200 µM. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 significantly different from the control (Dunnett’s 
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第 4 節 考  察 
 






エタノールは 090M7001V と SLBD7204V の製造ロットのヒト血清アルブミンに
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Table 2-8.  Effect of ethanol on the binding of aspirin to human serum 
albumin from 4 different lot preparations 
Manufacturing 
lots of HSA 
Unbound concentration of aspirin (µM) 
Student’s t-test 
results 
Control With ethanol 
113K7601 80.8 ± 1.2   ## 87.6 ± 1.2   ## p<0.01 
085K7541 36.5 ± 1.7 **, ## 66.8 ± 0.3 **, ## p<0.01 
090M7001V 44.8 ± 1.4 ** 72.0 ± 0.3 ** p<0.01 
SLBD7204V 35.5 ± 0.5 **, ## 68.6 ± 1.0 **, ## p<0.01 
Each value represents the mean ± S.D. ( N = 3 ). HSA: 200 µM. Aspirin: 100 µM. 
Ethanol: 2 vol%. **p<0.01 significant difference from 113K7601 ( Tukey’s t-test ). 
##p<0.01 significantly different from 090M7001V ( Tukey’s t-test ). 
 






























Fig. 2-9.  Relationship between the protein binding of aspirin and kobs for 
aspirin with ( ○ ) and without ( ● ) ethanol in 4 different lot 
preparations. 














R = －0.87 
p<0.01 
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製造ロットでヒト血清アルブミンによるアスピリンの加水分解を阻害した。インド
メタシンは 1 製造ロットを除く 3 製造ロットでアスピリンの加水分解を阻害した。
ワルファリンおよびインドメタシン共に 090M7001V と SLBD7204V の製造ロット
でのヒト血清アルブミンによるアスピリンの加水分解を強く阻害した。ナプロキセ
ンは、113K7601 と 085K7541 の製造ロットでのヒト血清アルブミンによるアスピ






Table 2-9.  Effect of ethanol on the hydrolysis of aspirin by human serum 
albumin from 4 different lot preparations (corrected by the 
protein binding of aspirin) 
Manufacturing 
lots of HSA 
kobs for aspirin ( 10-6 s-1 ) 
Student’s t-test 
results 
Control With ethanol 
113K7601  11.3 ± 0.1  9.2 ± 1.3 NS 
085K7541    19.6 ± 3.1 **   16.8 ± 1.7 ** NS 
090M7001V    20.9 ± 1.8 **   14.6 ± 0.9 ** p<0.01 
SLBD7204V    22.6 ± 2.1 **    13.5 ± 0.3 *, # p<0.01 
Each value represents the mean ± S.D. ( N = 3 ). HSA: 200 µM. Aspirin: 100 µM. 
Ethanol: 2 vol%. NS: not significant. *p<0.05, **p<0.01 significant difference from 
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ヒト血清アルブミンに結合した遊離脂肪酸は構造変化を引き起こし 98）、ヒト血清
アルブミン 1 mol あたり 3 mol まであるいは 8 mol までの脂肪酸の存在はサブドメ
インⅡA におけるヒト血清アルブミンへのワルファリンやアスピリンの結合を増加
させることが報告されている 52, 99）。また、サイトⅠへの 5-（ジメチルアミノ）ナフ
タレン-1-スルホンアミド（DNSA）の結合率は、ヒト血清アルブミン 1 mol 当たり
脂肪酸 3 mol までの市販アルブミン製剤への添加により上昇することが報告されて
いる 53）。また、アスピリンの加水分解にはヒト血清アルブミンの Lys-199、His-242
および Arg-257 が重要であり、さらに Lys-199 の脱プロトン化と Lys-195 のプロト
ン化によって促進されることが報告されている 100, 101）。そしてヒト血清アルブミン
への遊離脂肪酸の結合は、サイトⅠの結合ポケットの Tyr-150 および Arg-257 を移
動させることによって周辺環境を変化させて構造変化を引き起こし、その結果とし
てヒト血清アルブミンへのワルファリンやアスピリンの結合性を増加させる 18, 52, 98, 
99）。そこで、ヒト血清アルブミン製品中の各製造ロットの遊離脂肪酸含量を測定し
たところ、113K7601 と 085K7541 の製造ロットのヒト血清アルブミン製品ではほ
とんど検出されなかったが、090M7001V や SLBD7204V のものでは少量の遊離脂
肪酸が検出された。したがって、少量の遊離脂肪酸を含有した 090M7001V と
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イトにおける立体構造変化を引き起こし、ワルファリンのヒト血清アルブミンへの
















である Tyr-411 および Arg-410 は完全に保存されているが 80）、その p－ニトロフェ



















































Fig. 2-10.  Relationship between kobs for aspirin corrected by the protein binding 
of aspirin and kobs for p-nitrophenyl acetate with (○) and without (●) 
ethanol in 4 different lot preparations. 











R = 0.94 
p<0.001 
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も有意な差は認められず、コリンエステラーゼのコンタミネーションは無いことが


















る。本研究で用いた 113K7601 および 085K7541 のスルフヒドリル含量は、Minami


























加水分解に重要とされる Lys-199、His-242 および Arg-257 周囲の立体構造とサイ






























媒作用を示す残基である Lys-199 と共に Lys-195、His-242 および Arg-257 が重要






られている。すなわち、この Lys-414 が Arg-410 に代わって主要な触媒残基である
Tyr-411 のオキシアニオンホール形成に関わっていることが示唆されている 84）。こ
れまでに、アルブミンへのオレイン酸の結合が Arg-257 および Arg-410 の側鎖の構
造変化を来し、パラオキソンに対するエステラーゼ活性に影響することが報告され
ている 118）。このように、Arg-257 および Arg-410 の側鎖は構造変化を受けやすいこ
とが予想され、エタノールが影響することも考えられる。しかしながら、オルメサ
ルタンメドキソミルの触媒作用に Arg-257 および Arg-410 の残基が関わっていない
ため、オルメサルタンメドキソミルの加水分解にエタノールが影響を及ぼさなかっ
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